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副甲状腺ホルモン製剤の T リンパ球分画ならびにその関連因子への効果 
松井 裕一 
 
The effects of bisphosphonate and teriparatide on T lymphocyte subsets and  


























頻度は経口製剤で 0.001～0.02%、注射製剤で 0.8～12%と低いものの 1-4)、進行
性で遷延化しやすい難治性の疾患である。抜歯や外傷により口腔内に顎骨が露
出した際に発現頻度が増加するとされるが 1)、自然発生的に生じるとの報告も
ある 5)。口腔内常在菌の病原性が微弱であることから、その発症には BP 投与
による免疫系の何らかの変化が関与していると考えられる。 
BP と T リンパ球の関連性については近年、悪性腫瘍の分野で T リンパ球分
画のひとつである γδT 細胞が注目されている。γδT 細胞はダブルネガティブ
（DN）細胞の亜集団であり、末梢血中の全 T リンパ球中数%しかない少数の分
画であるが 6)、細菌感染やウイルス感染、癌化に伴う細胞の変化を察知し、迅
速に生体防御反応を誘導する役割を担う 7)。ヒト末梢血中の単核細胞を IL-2 な
らびに第 3 世代 BP であるゾレドロネートで刺激培養することにより、γδT 細
胞を選択的に活性化、増殖させる方法が報告されており、悪性腫瘍に対する免
疫細胞治療に応用されている 8, 9)。一方、BP が薬物療法の第一選択である骨粗








ある N 末端から 34 番目までのアミノ酸鎖に相当するポリペプチドである。副
甲状腺機能亢進症などにより PTH が慢性的に増加した状態では骨異化作用を示
し、骨吸収ならびに骨折のリスクを増加する 15)。ところが、低用量の PTH を
間欠的に投与すると骨同化作用を示し、骨量の増加ならびに骨折のリスクを軽
減する 16)ため、骨折のリスクの高い患者や既に骨折を生じている骨粗鬆症に用
いられる。PTH の間欠投与により、骨髄中の T リンパ球は β-カテニン経路と呼
ばれる細胞内シグナル伝達経路を介して骨形成や脂肪生成を調節する分泌性糖
タンパク質である Wnt10b の産生を促進し、骨量が増加することが明らかとな




の発症や治療には BP ならびにテリパラチドの投与による T リンパ球への影響
が関与すると考えられる。 











実験動物には 12 週齢 ICR 雌性 Wild マウス（日本クレア、日本）10 匹と、9
週齢で卵巣摘出術(OVX)を施行した 12 週齢 ICR 雌性マウス（日本クレア）40
匹の計 50 匹を使用し、10 個体ずつ 1.vehicle として生理食塩水
（200µL/body/day, 5days/week）を皮下投与した Wild 群（Wild Veh 群）、
2.vehicle を皮下投与した OVX 群（OVX Veh 群）、3.ゾレドロネート（Novartis, 
Switzerland）（200µg/kg/day, 3days/week）を腹腔内投与した OVX 群（OVX Zol
群）、4.テリパラチド（ALPHA DIAGNOSTIC INTERNATIONAL, USA）
（40µg/kg/day, 5days/week）を皮下投与した OVX 群（OVX Ter 群）、5.ゾレド
ロネートおよびテリパラチドを併用投与した OVX 群（OVX Zol+Ter 群）の 5
群に分けた。ゾレドロネートおよびテリパラチドは水溶性のため生理食塩水に
溶解し、8 週間投与した。投与量および投与方法は過去の報告をもとに決定し









左側大腿骨を摘出し、直ちに 10%緩衝ホルマリンに 24 時間浸漬し固定し





球の観察のために抗 CD3 抗体（Anti-CD3 antibody ab5690; Abcam, UK）を用い
て、プロトコールに従い免疫組織化学染色を行った。観察部位は大腿骨遠位骨
端部とし、T リンパ球数は単位視野（100×100µm2）あたりの CD3 陽性細胞数
として計測した。 
 
Ⅲ．骨髄細胞における Wnt10b mRNA 発現解析 
右側大腿骨を摘出し、付着している軟組織を除去した後、両端を切断し骨髄
の赤色が消失するまで MEM Alpha（Life Technologies, USA）で骨髄細胞を洗い
出し、回収した。回収後、骨髄細胞は RNAlater Solution（Ambion, USA）に浸
漬し、RNA を抽出するまで-80℃で冷凍保存した。解凍した骨髄細胞はホモジ
ナイズした後に RNA 抽出キット（NucleoSpin RNA; MACHEREY-NAGEL, 
Germany）により total RNA を抽出し、1µg の鋳型 total RNA に対し cDNA 合成
キット（PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis Kit; タカラバイオ、日本）を用い
て逆転写反応を行い cDNA を合成した。得られた cDNA を用いてリアルタイム
定量 PCR を行った。リアルタイム PCR 専用試薬（SYBR Premix Ex Taq (Tli 
RNaseH Plus); タカラバイオ）のプロトコールに従い、LightCycler 1.5 ST300
（Roche Diagnostics, Germany）を用いて SYBR Green detection で行った。プラ




た（表 1）。リアルタイム定量 PCR の条件は表 2 に示すように設定した。発現







いた。さらに 200µL は多項目自動血球分析装置（K-4500; シスメックス, 日
本）を用いて白血球数、赤血球数、血小板数の測定を行った。残りの末梢血は
anti-mouse CD45- FITC、anti-mouse CD3e- PE/Cy7、anti-mouse CD4- BV421、
anti-mouse CD8a- APC、anti-mouse TCRγ/δ- PE（BioLegend, USA）、anti-mouse 
CD19- APC、anti-mouse CD49b- PE（eBioscience, USA）、7-AAD Viability Dye
（Beckman Coulter, USA）で染色を行った後、VersaLyse Lysing Solution
（Becman Coulter）で溶血し、300×g、4℃で 15 分間遠心し、上清を除去した
後に Stain Buffer（BD Pharmingen, USA）を加えてよく撹拌しサンプルとした。
胸腺は Hanks’ Balanced Salt Solution（HBSS）（Invitrogen, USA）中でホモジナ
イズした後に細胞浮遊液を回収し、300×g、4℃で 15 分間遠心し上清を除去後
にペレットを HBSS で攪拌し、白血球が 1×107 /mL となるように調製後、
CD45、CD3e、CD4、CD8a、TCRγ/δ、7-AAD の染色を行いサンプルとした。各
サンプルは BD FACSCantoⅡ（Becton,Dickinson and Company, USA）にてフロー
サイトメトリーを行い、解析には解析用ソフトウェア（BD FACSDiva Software 
Version 6.1.3; Becton, Dickinson and Company）を用いた。 
 
5．血清生化学的検討 
後大静脈より採取した末梢血のうち 200µL を 1000×g、4℃で 15 分間遠心し
血清を分離した。得られた血清中のサイトカインを網羅的に解析するため、マ





血清中濃度を測定した。測定は Bio-Plex 200（Bio-Rad, USA）で行い、解析に









マウス大腿骨遠位骨端部を H-E 染色、抗 CD3 抗体免疫組織化学染色により
観察した結果を図 1.a に示す。H-E 染色による組織学的観察の結果、Wild Veh
群と比較し OVX Veh 群では骨梁の消失ならびに皮質骨の菲薄化を認めた。
OVX Veh 群と比較し OVX Zol 群では成長軟骨層直下の骨梁の増大を認め、
OVX Ter 群では皮質骨の増大を認めた。OVX Zol+Ter 群では各単独投与群の両
者の特徴、すなわち骨梁と皮質骨の増大を認めた。T リンパ球を表す CD3 陽性
細胞数は図 1.b のように変化を認めた。Wild Veh 群と比較して OVX Veh 群で
減少傾向を示し、OVX Zol 群では Wild Veh 群と比較し有意な減少を認めた。
OVX Ter 群は Wild Veh 群と同程度であり、OVX Zol 群と比較し有意な増加を





Ⅱ．骨髄細胞における Wnt10b mRNA 発現解析 
β-actin を内部標準遺伝子として相対定量解析を行い、Wild Veh 群の発現量を
1 とした相対比で表した結果を図 2 に示す。OVX Veh 群は 2.44±0.27 で他群と
比較し有意な発現の亢進を認めた。また、OVX Ter 群でも 1.60±0.20 と発現の
亢進を認めたが Wild Veh 群との有意差は認めなかった。OVX Zol 群は 0.59±
0.05、OVX Zol+Ter 群は 0.62±0.13 で OVX Veh 群および OVX Ter 群と比較し




に示す。各項目の割合は、T リンパ球、B リンパ球、NK 細胞については全リ
ンパ球に対する割合を、γδT 細胞を含む T リンパ球の各分画については T リン
パ球に対する割合を示す。末梢血において、T リンパ球は Wild Veh 群と比較し
OVX Veh 群および OVX Zol 群で有意な減少を示した。OVX Ter 群では減少傾
向は小さく、OVX Zol+Ter 群は Wild Veh 群と同程度であった。γδT 細胞は
Wild Veh 群と比較し OVX Veh 群および OVX Ter 群で増加傾向を示す一方、
OVX Zol 群では増加はわずかであり、OVX Zol+Ter 群は各単独投与群の中間程
度であった。B リンパ球は Wild Veh 群と比較し OVX Zol 群で有意な増加を認
めた。NK 細胞は OVX 処理ならびに各薬剤投与により有意な減少を認めた。 
一方、胸腺では T リンパ球ならびに γδT 細胞においてほとんど変動を認めな
かった。CD4 シングルポジティブ（SP）細胞は OVX Zol 群で減少傾向を示
し、OVX Ter 群および OVX Zol+Ter 群で増加傾向を示した。CD8SP 細胞は
OVX Veh 群、OVX Zol 群、OVX Ter 群では減少傾向を示したが、OVX Zol+Ter




ダブルポジティブ（DP）細胞は OVX Zol 群で増加傾向を示し、OVX Ter 群で




解析を行った 17 項目のうち、明らかな変化を認めたのは IL-6、TNF-α、IFN-
γ の 3 項目であった。その結果を図 5 に示す。IL-6 は OVX Zol 群および OVX 



















低 Ca 食を併用したことにより OVX Veh 群の大腿骨では皮質骨および骨梁の両
者において骨吸収を認めた。また、BP 投与により骨梁の増大を、テリパラチ






本結果では OVX 処理により骨髄中の CD3 陽性細胞、すなわち T リンパ球数
の減少を認め、BP 投与を行うことで骨髄中の T リンパ球数はさらに減少を認
めた。一方、テリパラチド投与により OVX 処理によって減少した T リンパ球
数は改善することが示された。また、T リンパ球の増減と関連する因子のひと
つとして、本研究では Wnt10b について検討した。Wnt は胚発生、組織恒常
性、幹細胞維持、細胞増殖、腫瘍発生、腫瘍制御などを調節する分泌性糖タン
パク質で 51)、Wnt ファミリーのひとつである Wnt10b は β-カテニン経路を介し
て骨形成や脂肪生成、リンパ球分化を調節する 17)。OVX 処理およびテリパラ
チド単独投与により骨髄細胞の Wnt10b の発現亢進が認められた。この結果は
過去の報告 18, 52)と同様であり、いずれの報告も骨髄中の T リンパ球からの
Wnt10b タンパク産生が増加するとしている。本結果ではテリパラチド投与に
より骨髄中の T リンパ球数の増加および Wnt10b の発現の亢進を認め、BP 投与
により骨髄中の T リンパ球数の減少および骨髄中の Wnt10b の発現の低下を認
めた。以上から、Wnt10b の発現には骨髄中の T リンパ球数が少なからず関連
すると考えられた。一方、OVX 処理により Wnt10b の発現が亢進しているにも
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関わらず骨量の増加が生じないのは、Kim ら 53) が示すように、Wnt タンパク
のアンタゴニストであるスクレロスチンの産生が増加していることに起因する




本研究で検討した γδT 細胞は T リンパ球の中の DN 細胞の分画のひとつであ
り、ヒト末梢血を循環する T リンパ球中の 1～5%を構成する少数の亜集団であ
る。他の T リンパ球が細胞表面に αβ 型 T 細胞レセプター（TCR）を発現する







本結果では、末梢血における T リンパ球ならびに γδT 細胞の割合は OVX 処
理により増加し、BP 投与で減少、テリパラチド投与で増加を認めた。この変
化は骨髄中の T リンパ球数の変化と類似していた。一方、胸腺では OVX 処
理、BP およびテリパラチドの投与のいずれも T リンパ球と γδT 細胞の割合に
ほとんど変化は認められなかったが、T リンパ球分画においては、BP 投与群に
おいて未分化な分画である DN 細胞および DP 細胞の増加と、分化が完了した
分画である CD4SP 細胞の減少が認められた。一方、テリパラチド投与群では





OVX マウスの骨髄における T リンパ球の減少傾向 10)、OVX ラットの末梢血に
おける T リンパ球、CD4SP 細胞、DN 細胞の減少 11)、ヒトでは閉経後骨粗鬆症
患者の末梢血中の T リンパ球の減少 12, 13) がそれぞれ報告されており、本結果
と一致している。また、胸腺では T リンパ球の増加を示す報告 56)、減少を示す
報告 11, 57)、変化しないとする報告 58)で意見が分かれており、一定の見解を得て
いないが、本結果は変化を認めないとする意見を支持するものとなった。一
方、BP と T リンパ球の関連については、悪性腫瘍に関わる分野では γδT 細胞
を中心に広く検討されているが 8, 9, 59, 60)、骨粗鬆症の分野では前述のごとく急
性期反応が出現する際に末梢血中の γδT 細胞が減少するとの報告 14)が見られる
程度であり、テリパラチドと T リンパ球の関連について検討している報告は極
めて少ない。Yu ら 61) は閉経後骨粗鬆症患者の末梢血における T リンパ球には
変動はなかったとしている。本研究により、BP およびテリパラチドの投与に
よって T リンパ球が増減することが示され、その変化は組織ごとにも異なるこ
とが明らかとなった。すなわち、BP 投与により胸腺での T リンパ球の分化が
抑制され、末梢血および骨髄中の T リンパ球は減少し、逆にテリパラチド投与






いない。本研究で変動のあった IL-6 は主に液性免疫の主体である B リンパ球
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の分化に、TNF-α と IFN-γ は主に細胞性免疫の主体である T リンパ球に関わる
サイトカインであり、本結果では OVX 処理により血清中の TNF-α、IFN-γ が微
増していた。さらに、BP 投与によって血清中の IL-6、TNF-α、IFN-γ は増加す
るが、テリパラチド投与ではこれらの炎症性サイトカインが増加しないことが
明らかとなった。 











本研究により OVX 処理ならびに BP、テリパラチドの投与が T リンパ球分画
ならびにその関連因子に与える効果が明らかとなった。BP 投与では骨髄中の T
リンパ球、末梢血中の T リンパ球ならびに γδT 細胞、胸腺中の CD4SP 細胞の
減少、胸腺中の DN 細胞、DP 細胞の増加、IL-6、TNF-α、IFN-γ の増加を認め
た。テリパラチド投与では骨髄中の T リンパ球、末梢血中の T リンパ球ならび
に γδT 細胞、胸腺中の CD4SP 細胞の増加を認め、胸腺中の DP 細胞の増加を認
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図 1.a 大腿骨の組織学的観察 
H-E 染色では OVX 処理により骨梁の消失ならびに皮質骨の菲薄化を認める
が、Zol 投与により骨梁の増大、Ter 投与により皮質骨の増大を認め、併用投与
では両者の所見を認める。抗 CD3 抗体免疫組織化学染色では OVX 処理により
CD3 陽性細胞数の減少、Zol 投与によりさらなる減少を認めるが、Ter 投与によ
り増加している。 
尚、スケールバーは H-E 染色が 200µm、抗 CD3 抗体免疫組織化学染色が 20µm
である。 
 
図 1.b 大腿骨における CD3 陽性細胞数の変化 
単位視野（100×100µm2）あたりの CD3 陽性細胞数を比較した。Wild Veh 群と
OVX Ter 群が同程度であり、次いで OVX Veh 群、OVX Zol+Ter 群となり、
OVX Zol 群が最少であった。OVX Zol 群では Wild Veh 群ならびに OVX Ter 群
と比較し有意な減少を認めた。(＊：p<0.05 , Tukey HSD) 
 
図 2. 骨髄細胞における Wnt10b mRNA 発現解析 
mRNA 発現量は β-actin を内部標準遺伝子として相対定量解析し、Wild Veh 群
を 1 とした相対比で示した。OVX Veh 群および OVX Ter 群において有意な発
現の亢進を認めた。 
a ; OVX Veh 群と有意差あり(p<0.05 , Tukey HSD) 
b ; 他群すべてと有意差あり(p<0.05 , Tukey HSD) 
c ; OVX Ter 群と有意差あり(p<0.05 , Tukey HSD) 




図 3. 末梢血血液細胞のフローサイトメトリー解析 
T リンパ球は OVX Veh 群および OVX Ter 群において有意な減少を認め、Ter 投
与群では Wild Veh 群との有意差を認めなかった。B リンパ球は OVX Zol 群に
おいて有意な増加を認めた。γδT 細胞は OVX 処理により増加傾向を認め、
OVX 群において Zol 投与で減少傾向、Ter 投与で増加傾向を認めた。NK 細胞
は OVX 処理ならびに薬剤投与により有意な減少を認めた。（＊：p＜0.05, 
Tukey HSD） 
 
図 4. 胸腺細胞のフローサイトメトリー解析 
T リンパ球ならびに γδT 細胞はほとんど変化を認めなかった。CD4SP 細胞およ
び CD8SP 細胞は OVX Zol 群で減少傾向を認め、DN 細胞および DP 細胞は
OVX Zol 群で増加傾向を認めた。DP 細胞では OVX Zol 群に対し OVX Zol+Ter
群で有意な減少を認めた。（＊：p<0.05, Tukey HSD） 
 
図 5. 血清生化学的検討 
IL-6 は OVX Zol 群および OVX Zol+Ter 群で増加傾向を認めた。TNF-α、IFN-γ















Forward (5′ → 3′) Reverse (5′ → 3′) 
Amplicon 
size (bp) 
Wnt10b 22410 GGTGCTGTTATGTGCTGTGTG CAGTGCTTCTCCTCCTCGTC 103 
-actin 11461 CTGGCACCACACCTTCTACA GGTACGACCAGAGGCATACA 190 
 







Denature Anealing Extension Cycle 
Wnt10b 95℃ 30s 95℃ 5s 60℃ 30s 72℃ 5s 45 65→95℃ 0.1℃/s
-actin 95℃ 30s 95℃ 5s 64℃ 30s 72℃ 5s 35 65→95℃ 0.1℃/s
 

































図 4.  
 
 
 
 
 
 
28 
 
図 5. 
 
